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CITO FLUORIMETRIA 
VUOLE OVVIAMENTE MISURARE 
PRINCIPALMENTE  LA FLUORESCENZA 
EMESSA DA OPPORTUNI FLUOROCROMI 
INTRINSECI  O ESTRINSECI PRESENTI IN 
QUALCHE COSA DI  PARTICOLATO 
QUINDI IN UNA CELLULA, IN UN ORGANELLO, IN 
UN CROMOSOMA, IN UN ORGANISMO 
PLURICELLULARE O IN PARTICELLE NON 
BIOLOGICHE 
CITOFLUORIMETRIA A FLUSSO 
E’ una tecnica che permette la misurazione di diversi 
parametri e la caratterizzazione di  cellule 
monodisperse  sospese in un mezzo fluido.  
Consente di misurarne le caratteristiche fisiche e/o 
biochimiche all’interno di un flusso laminare che 
interseca una sorgente di eccitazione 
 
Rende possibile la misurazione di proprietà multiple di 
singole cellule ad una velocita’ molto elevata (5000 
cell/ secondo), permettendo una dettagliata analisi 
qualitativa e quantitativa. 
NON SOLO ANALISI MA ANCHE RECUPERO DI CAMPIONI CELLULARI SELEZIONATI:  
CELL SORTER 

Ad esempio…. 
Come posso valutare gli effetti di un potenziale farmaco antitumorale? 
Valuto in cellule tumorali e normali: 
• Gli effetti antiproliferativi 
• L’induzione di apoptosi e/o autofagia 
• Lo stress ossidativo 
• Il potenziale mitocondriale 
• L’espressione di proteine coinvolte in cascate di trasduzione del segnale 
 
Mitocondri, lisosomi e nucleo 
 
Vitalità di spermatozoi bovini 
Cellule vive con membrane intatte: 
verde 
Cellule morte: arancio (PI) 
 
Se ho un singolo parametro o al massimo due posso anche 
contare al microscopo ma se ne ho di piu’?  
 
E se le variazioni dell’intensita’ del segnale sono 
piccole? 
Cos-7 
Cellule trasformate 
 di rene di scimmia. 
 
 
Se posso “misurare” le diverse fluorescenze all’interno 
di ciascuna cellula  posso creare delle distribuzioni 
statistiche dei diversi parametri nella mia popolazione 
O se ho molti parametri da considerare contemporaneamente?  


Cos’e un istogramma 
Peso: 58, 62, 67, 69,68, 69 70,  72, 73,73 ,75, 76, 
76, 77, 77, 78, 78, 78, 78, 80, 80, 81, 83, 84, 85, 
86, 87, 96, 102    
 
Canale 55-60 = 1 
Canale 61-65 = 1 
Canale 66-70= 3 
Canale 71-75= 2 
Canale 76-80 = 10 
Canale 81-85 = 4 
Canale 86-90 = 2 
Canale 90-95 = 0 
Canale 95-100= 1 
Canale 101-105 = 1 
 
 

Coefficiente di variazione puo’ essere valutato come  
 deviazione standard / media*100 
E puo’ essere utile per  indicare la variabilita’ della 
distribuzione  in modo non dipendente dal valore 
assoluto dei dati 
La variabilita’ dei nostri dati puo’ essere  
misurata dalla deviazione standard 
esempio 
• Se due distribuzioni hanno deviazioni standard 
di 100 sono due distribuzioni che hanno la 
stessa variabilità? Forse sono molto diverse…. 
 
20.000 ± 100    coeff. di variazione % = 0,5% 
300 ± 100     coeff. di variazione % = 33,33% 
 
Istogramma o 
Citogramma monoparametrico 
Citogramma biparametrico 

Passiamo ora alla tecnica…. 
Luce diffusa 
•Scatter in avanti (FALS  o FLS o LS1) 
•Scatter laterale (SS o LS2) 
FLUORESCENZA 
Ciclo cellulare 
Dovendo valutre la quantità di DNA per nucleo, 
possiamo utilizzare o cellule intere (normalmente 
permeabilizzate per permettere l’accesso ai coloranti) 
o nuclei isolati, di solito in tampone citrato che ne 
preserva l’integrita’ 

Potenziale mitocondriale 
Sfrutta sonde cationiche che vengono accumulate 
nei mitocondri la cui l’attivita’, estrudendo i protoni 
nello spazio intermembrane, lascia la matrice carica 
negativamente. 
Per la maggior parte delle sonde l’intensita’ della 
fluorescenza e’ direttamente proporzionale 
all’attivita’ mitocondriale. 

Possiamo accoppiare a queste sonde una sonda che 
penetri solo nelle cellule permeabilizzate (quindi morte 
o morenti) per avere una migliore analisi della 
popolazione cellulare in esame 
